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赖 氨 酸 对 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 内 乳脂 肪 合成 相关 基因 和 蛋白 表达 的 影响 
Me Bt 赵 艳 丽 WEF EHI ARE 
(内 蒙古 农业 大 学 动物 科学 学 院 ， 呼 和 浩特 010018) 
JW ”要 :本 试验 由 在 研究 赖 氨 酸 Lys) 对 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 (BMECs〉 内 乳脂 肪 合成 相关 
基因 和 蛋白 表达 的 影响 , 探讨 Lys 影响 乳脂 肪 合成 的 机 理 。 将 第 3 f BMECS 随机 分 为 6 组 ， 


每 组 6 个 重复 ,每 个 重复 1 个 培养 孔 。 各 组 培养 基 中 Lys 的 浓度 分 别 为 0.5〈 基 础 培养 基 ， 对 


HR) 、1.0、2.0、4.0、8.0 和 16.0 mmol/L, 37 ‘Cy 5% CO; 培 养 48h 后 测定 BMECs 甘油 三 


、 乳 脂肪 合成 相关 基因 和 有 蛋白 的 表达 量 。 结 果 表 明 : BMECs 内 TAG 含量 


lii 


Hs (TAG) 含 


(P=0.013) 以 及 脂肪 酸 结合 蛋白 3 CFABP3, P=0.001) . AREA ARBRE (LPL, P=0.096) 、 


脂肪 酸 合成 酶 CFASN, P=0.003) 、 乙 酰 甘油 磷酸 脂 酰 转移 酶 6 (AGPAT6, P=0.038) 和 


甘油 -3- 磷 酸 酰基 转移 酶 GPAM，P=0.022〉 基因 表达 量 对 Lys 呈 显 著 或 趋 于 显著 的 浓度 依 


赖 效 应 。F4BP3 基因 表达 量 以 2.0、4.0、8.0、16.0 mmol/L 组 和 LPL 基因 表达 量 以 1.0、2.0、 


4.0、8.0、16.0 mmol/L 组 显著 高 于 0.5 mmol/L 组 (P<0.05) ; FASN 基因 表达 量 以 2.0 mmol/L 


组 最 高 ， 显 著 高 于 16.0 mmol/L 组 (P<0.05) ; 硬 脂 酰 辅酶 A 去 饱和 酶 1 (SCD1) 基因 表达 


量 以 2.0、4.0 mmol/L 组 显著 高 于 其 他 组 (P<0.05) ;磷脂 酸 磷酸 酯 酶 1 (LPINI) 、 嗜 乳脂 


A AAR 1 成 员 1 CBTNIA1) MRR MEE OXDH) 基因 表达 量 均 以 1.0、2.0、4.0、 


8.0 mmol/L 组 显著 高 于 0.5 mmol/L ZH. (P«0.05) ; 过 氧化 物 酶 体 增殖 物 激活 受 体 y (PPARy) 


基因 及 和 蛋白 表达 量 均 以 2.0、4.0 mmol/L 组 显著 高 于 0.5 和 8.0、16.0 mmol/L 2H. (P«0.05) ; 


固 醇 调节 元 件 结合 蛋白 1 (SREBP1) 基因 表达 量 以 1.0、2.0、4.0 mmol/L 组 显著 高 于 其 他 组 


(P<0.05) ， 和 蛋白 表达 量 以 1.0 组 显著 高 于 其 他 组 (P<0.05) 。 但 高 浓度 Lys 抑制 AGPAT6 


和 GPAM 的 基因 表达 , AGPATG 基因 表达 量 以 2.0、4.0、8.0、16.0 mmol/L 组 显著 低 于 0.5、 


1.0 mmol/L 2H. (P«0.05) , GPAM 基因 表达 量 以 16.0 mmol/L 组 显著 低 于 0.5、1.0、2.0、4.0 


mmol/L 组 (P<0.05) 。 可 见 ，Lys 对 BMECs 的 乳脂 肪 合成 具有 显著 的 促进 效果 ， 但 高 浓度 
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24 ”的 Lys 抑制 了 乳脂 肪 合成 相关 基因 的 表达 。 本 试验 条 件 下 , 培养 基 中 Lys 适宜 浓度 为 2.0~4.0 


25 mmol/L. 


26 ”关键 词 : 奶牛 ; 乳腺 上 皮 细 胞 ， 赖 氨 酸 ， 乳 脂肪 
27 ”中 图 分 类 号 : S823 
28 乳脂 肪 是 牛奶 的 主要 成 分 ， 是 评价 牛奶 质量 的 重要 指标 之 一 。 氨基酸 (CAA) FLEA 


29 ”合成 的 重要 前 体 物 , 但 AA 在 影响 乳 蛋 白 合 成 的 同时 , 也 影响 着 乳脂 肪 合成 与 组 成 山 , 因此 ， 


30 ”深入 研究 AA 对 乳脂 肪 合成 的 影响 及 机 理 , 对 调控 乳腺 内 乳 成 分 的 合成 和 改善 乳品 质 具 有 重 


31 ”要 意义 。 赖 迄 酸 (Lys) 是 动物 的 必需 氨基 酸 , Giallongo 等 外 向 奶牛 灌注 过 瘤胃 赖 氨 酸 (RPLys) 


32 MRI, Lys 在 促进 乳 蛋 白 合 成 的 同时 ， 对 乳脂 肪 的 合成 具有 促进 效果 。Xu 等 外 研究 发 现 ， 


33 ”向 泌乳 母 猪 饲 喂 Lys MAR CVaD 后 ， 适 宜 的 Lys 和 Val 比例 能 够 使 母 猪 背部 脂肪 损失 


34 KASIR, WPH Lys 和 Val 能 够 影响 乳脂 肪 的 合成 。 恩 营 娜 内 研究 发 现 ， 秸 秆 饲 粮 条 件 下 奶 


35 — 牛 阴 外 动脉 灌注 AA 能 促进 乳腺 内 短 链 脂肪 酸 的 摄取 。 可 见 ，Lys 在 一 定 程度 上 影响 了 乳脂 
— 36 肪 的 合成 , 然而 国内 外 的 研究 报道 多 集中 在 向 奶牛 瘤胃 内 及 阴 外 动脉 灌注 Lys 影响 乳 蛋 白 和 
M37 。 乳脂 肪 合成 的 方面 ， 但 以 奶牛 乳腺 上 皮 细胞 CBMECS) 为 模型 ， 研 究 不 同 浓度 Lys 对 乳脂 


38 。” 肪 合成 相关 基因 和 蛋白 表达 的 影响 的 国内 外 报道 较 少 , 此 方面 机 理 有 必要 继续 进行 研究 和 探 


39 Ro ETIE, AWAN BMECs 为 模型 ， 研 究 不 同 浓度 Lys 对 乳脂 肪 合成 相关 基因 和 和 蛋白 表 


40 ” 达 的 影响 ,为 进一步 探讨 Lys 对 BMECs 内 乳脂 肪 合成 的 影响 机 理 提供 理论 基础 ， 为 调控 奶 


41  '!bLLys 营养 水 平 ， 提 高 生产 性 能 提供 理论 依据 。 


T 42 1 材料 与 方法 


43 11 主要 试剂 与 仪器 


44 LÆRE DMEM/F12 培养 基 、 胰 岛 素 转 铁 蛋白 硒 钠 、 胎 牛 血 清 CRBS) 、0.25% 胰 


45 ”和 蛋白酶 乙 二 上 胺 四 乙酸 (EDTA) 购 自 Gibco 公司 ; Lys (L8662) 、 氢 化 可 的 松 、 表 皮 生 长 


46 AF, ESLER. MZ O、 琼 脂 糖 和 免 抗 过 氧化 物 酶 体 增殖 物 激活 受 体 Y (PPARY) 抗体 购 自 


| 胞 培养 


ANS 


— 


47 Sigma 公司 (AV32880) ; 两 性 霉 素 购 自 Amresco 公司 ; 


JAPU H Corning 公司 ; 


48 ” 盔 酸 盐 缓 冲 液 (PBS) 和 Tris 缓冲 液 (TBS) 购 自 HyClone 公司 ; RNAiso PLUS, PrimeScript 


wa 


49 ”RT Master Mix 和 SYBR Premix ExTaq™ IH TaKaRa 公司 ; 放射 免疫 沉淀 测定 RIPA) 


50 RIEP 2,2-KIEM-4,4-- FH — 83 BCAO E EU I FEE WU] £x. Western 一 抗 稀释 液 、Western 


51 ”二 抗 稀释 液 、 十 二 烷 基 硫酸 钠 (SDS) - 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 (PAGE) 电泳 液 、Western 转 


52 JEW, ECL 化 学 超 敏 显 色 液 购 自 北京 用 云天 公司 ; 鼠 抗 固 醇 调 节 元 件 结合 蛋白 1 CSREBP1) 


pir 
TS 


53 ”抗体 购 自 Abcam 公司 (ab3259) ; RPR H EU; (GAPDH) 抗体 购 自 Proteintech 


54 ”公司 (10494-1-AP); RAIS AU CARP) 标记 山羊 抗 兔 二 抗 购 自 KPL 公司 (04-15-06 ) ; 


55 HRP 标记 山羊 抗 鼠 二 抗 购 自 天 津 三 箭 生 物 技术 有 限 公 司 (LK2003) 。 


Ll 


56 


主要 仪器 包括 : 二 氧化 碳 恒温 培养 CForma-311, Thermo 公司 ) ; 生物 安全 柜 


57 (MSC-ADVANTAGE, Thermo 公司 ); 倒置 显微镜 (Olympuse 公司 ); 全 自动 酶 标 仪 (Synergy 


58 ”H4 BioTek, BioTek 公司 ); 细胞 计数 仪 (Cytorecon, GE 公司 ); 荧光 定量 PCR fX CABI-7500, 


59  ABIZ HD ;蛋白质 电泳 仪 、 蛋 白质 转 膜 仪 、 蛋 白质 成 像 系统 (BIO-RAD 公司 ) 。 

60 1.2 JER BMECs 体外 培养 

61 BMECs 用 胶原 酶 消化 法 获得 。 在 内 蒙古 呼和浩特 市 北 亚 清真 屠宰 场 选取 3~5 岁 经 产 的 
62 “健康 泌乳 中 期 的 高 产 荷 斯 坦 奶牛 乳腺 组 织 。 去 除 组 织 表 层 ， 于 深层 取 约 1 cm? 的 组 织 块 放 
- 63 A4 'C 预 冷 的 3x 双 抗 PBS 中 。 随 后 在 超 净 台 内 分 别 用 3xPBS、75% 酒 精 和 1xPBS 清洗 。 
N 64 ”再 去 除 组 织 块 的 表层 ， 选 腺 泡 丰富 的 组 织 剪 成 糊 状 。 加 入 等 体积 0.5% 的 工 型 胶原 酶 溶液 ， 
65 37 C 和 5% CO 条 件 下 消化 1h。 之 后 用 80 目 滤 网 过 滤 , 收集 细胞 滤液 , 179Xg 离心 5 min, 
66 3i Lii; PBS 冲洗 细胞 ，179Xg 离心 3 min， 重 复 冲 洗 2 次 。 加 入 完全 培养 基 ， 吹 打 均 勾 
G ”67 。 后 接种 于 25 cm 细胞 培养 瓶 中 , 在 37 CH 5% CO; 条 件 下 培养 。 当 原 代 细胞 贴 壁 率 达到 
.三 。 68 。 80%~90% 后 用 0.25% 胰 蛋白 酶 /EDTA 对 细胞 进行 纯化 和 传代 1。 


69 13 试验 设计 


70 试验 用 第 3 TRAY BMECs， 按 照 试验 要 求 的 细胞 密度 接种 于 不 同 的 细胞 培养 板 上 ， 在 


71 37 "CC 和 5S5% CO, 条 件 下 培养 24h。 采 用 单 因 子 随 机 试验 设计 ， 试 验 中 使 用 的 DMEMVF12 
72 ”培养 基 中 Lys 的 浓度 为 0.5 mmoVyL， 参 考 李 嘉 艳 四 和 高 海 娜 四 的 研究 结果 并 通过 唆 唑 蓝 
73 (MTT) 法 测定 细胞 的 增殖 率 确定 Lys 的 浓度 ， 各 组 Lys 的 浓度 分 别 为 0.5〈 基 础 培养 基 ， 


74 ”对 照 ) 1.0, 2.0, 4.0, 8.0 和 16.0 mmol/L, FH 6 个 重复 ,每 个 重复 1 个 培养 孔 。 细 胞 贴 壁 


75 RAF 80%~90% 时 ， 换 为 饥饿 培养 基 ， 培 养 12 h 后 按照 试验 设计 要 求 换 成 不 同 浓度 Lys 


76 ”的 培养 基 ，37 CH 5% CO; 培养 48 h. 


77 14 测试 指标 与 方法 


78 ”1.4.1 细胞 活力 与 TAG 的 含量 

79 细胞 活力 采用 MTT 法 检测 , 以 490 nm 吸光 度 值 (OD4o0 mm) 计算 细胞 相对 增殖 率 (RGR ) 

80 ”表示 ， 公 式 如 下 : 

81 RGR(%)=〔 试 验 组 ODaoo mm/ 对 照 组 ODaoo n2. x100。 

82 TAG 含量 参考 Ramirez-Zacarfas 等 四 的 方法 测定 ， 将 细胞 以 Sx104 个 /mL 的 密度 接种 于 

83 ”24 孔 培养 板 上 ， 按 试验 设计 培养 结束 后 ， 弃 掉 培 养 基 ，PBS 清洗 2 Wi, REFLIMA 408 RA 

84 ERW 0.2 mL 固定 细胞 1h. PBS 清洗 238, 用 0.5 mL 油 红 O 工作 液 避 光 淄 染 2h。 用 PBS 

85 ”清洗 3B, 蚊 干 培养 板 后 , 加 入 0.3 mL 异 丙 醇 禁 取 30 min, 用 全 自动 酶 标 仪 测定 波长 为 510 

86 ”nm 吸光度 值 (ODsionm) ， 用 以 表示 TAG 含量 。 

87 1.4.2 BMECs 内 乳脂 肪 合成 相关 基因 的 表达 

88 将 细胞 以 2x105 个 /mL 的 密度 接种 于 6 和 孔 培养 板 , 按 试验 设计 培养 结束 后 , 细胞 总 RNA 

89 ”按照 Trizol 法 提取 ,用 酶 标 仪 检测 总 RNA 的 纯度 与 浓度 ,260 和 280 nm 吸光 度 值 比 值 (OD2z6o 

90 nm/OD2g0 nm) 在 1.8~2.2 表示 总 RNA 纯度 较 好 。 完 整 性 用 2% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 来 检测 。 将 总 

91 RNA 反 转 录 成 cDNA, 采用 PrimeScript RT Master Mix 试剂 盒 的 方法 , 反 转 录 体 系 为 10 uL- 

92 ”基因 表达 量 采 用 SYBY Premix Ex Taq™ 开 试剂 盒 的 方法 进行 测定 ， 反 应 体系 为 20 nL。 以 

93 ”GAPDH 为 管家 基因 ， 对 乳脂 肪 合成 相关 基因 [脂肪 酸 合 成 酶 (FASN)、 乙 酰 辅 酶 A 羧 化 酶 

94 (ACACA), PPARy, SREBP1, 硬 脂 栈 辅酶 A 去 饱和 酶 1(SCD1)、 有 脂肪 酸 结合 蛋白 3(FABP3)、 

95 ” 脂 蛋 白 脂 酶 CPD、 乙 酰 甘 油 磷 酸 脂 酰 转移 酶 64GCP476)、 甘 油 -3- 磷 酸 酰 基 转 移 酶 (CPA4MO)、 

96 ”磷脂 酸 磷 酸 酯 酶 1(CLPIN1)、 嗜 乳脂 蛋白 亚 家 族 1 成 员 1(BTN1A1)、 黄 嗓 叭 脱氧 酶 (XDD)] 进 

97 ” 行 相对 定量 , 引物 序列 见 表 1. 实时 荧光 定量 PCR 的 反应 程序 为 : 95 'C 预 变性 30s, 95 °C 

98 ”变性 5s; 60 CK 34s, 95 ‘CHE 20s， 进 行 40 个 循环 反应 ; 95 C 5s, 60 C 30s, 

99 95 C 15s, 51 个 循环 ， 绘 制 熔 解 曲线 。 基 因 的 相对 表达 量 采用 2550 RR o 

100 表 1 乳脂 肪 合成 相关 基因 的 引物 序列 
101 Table 1 Primer sequences of genes related with milk fat synthesis 

[X GenBank 登录 号 引物 序列 长 度 参考 文献 
Genes GenBank No. Primer sequences (5’ -3’ ) Length/bp ^ References 
甘油 醛 脱氧 酶 XM_001252479 F: GGGTCATCATCTCTGCACCT 177 Zhou 等 中 
GAPDH R: GGTCATAAGTCCCTCCACGA 
脂肪 酸 合成 酶 NM_001012669 F:AGGACCTCGTGAAGGCTGTGA 85 Qi ENOI 


FASN 


R:CCAAGGTCTGAAAGCGAGCTG 


乙酰 辅酶 A 羧 化 酶 AJ132890 F:CATCTTGTCCGAAACGTCGAT 101 

ACACA R:CCCTTCGAACATACACCTCCA 

便 脂 酰 辅 酶 A 去 饱和 酶 1 AY241933 F:TCCTGTTGTTGTGCTTCATCC 101 

SCD1 R:GGCATAACGGAATAAGGTGGC 

脂肪 酸 结合 和 蛋白 3 DN518905 F:GAACTCGACTCCCAGCTTGAA 102 

FABP3 R:AAGCCTACCACAATCATCGAAG 

脂 和 蛋白 脂 酶 BC118091 F:4C4C4GCTGAGGACACTTGCC 101 

LPL R:GCCATGGATCACCACAAAGG 

过 氧化 物 酶 体 增殖 物 激活 受 体 y NM_181024 F:CCAAATATCGGTGGGAGTCG 101 

PPARy R:ACAGCGAAGGGCTCACTCTC 

固 醇 调节 元 件 结合 蛋白 1 NM_001113302 F:CTGACGACCGTGAAAACAGA 334 

SREBP1 R:AGACGGCAGATTTATTCAACTT 

乙酰 甘油 磷酸 脂 酰 转移 酶 6 DY208485 F.AAGCAAGTTGCCCATCCTCA 101 

AGPAT6 R:AAACTGTGGCTCCAATTTCGA 

甘油 -3- 磷 酸 酰基 转移 酶 NM. 001012282.1 F:GCAGGTTTATCCAGTATGGCATT 63 

GPAM R:GGACTGATATCTTCCTGATCATCTTG 

磷脂 酸 磷酸 酯 酶 1 DV797268 F:TGGCCACCAGAATAAAGCATG 101 

LPIN1 R:GCTGACGCTGGACAACAGG 

嗜 乳脂 蛋白 亚 家 族 1 成 员 1 M35551 F:AGGACGGACTGGGCAATTG 81 

BTN1A1 R:GAACCCATTCTCGGGAGTCAT 

ENS Fi eet PE BC102076 F:GATCATCCACTTTTCTGCCAATG 100 

XDH R:CCTCGTCTTGGTGCTTCCAA 
102 F: 上 游 引 物 ，R: 下 游 引 物 。 
103 F: forward primer, R: reverse primer. 
104 1.4.3 BMECs 内 PPARy 和 SREBPI 的 蛋白 表达 量 
105 采用 蛋白 免疫 印迹 的 方法 测定 ， 以 GAPDH 作为 内 参 蛋 白 。 将 细胞 以 1x105 个 /mmL 的 密 
106 度 接种 于 25 cm2 细 胞 培养 瓶 中 , 按 试 验 设计 培养 结束 后 , 弃 掉 上 清 , 用 PBS 清洗 细胞 2B, 
107 ”每 瓶 加 入 250 uL & 0.1962 ASEH (PMSF) 的 RIPA 细胞 裂解 液 ，4 CRW S5 min 后 刊 
108 “下 细胞 并 收集 细胞 悬 液 ， 4 C 15455X g 离心 10 min， 取 上 清 用 于 检测 蛋白 的 表达 量 。 取 
109 ”适量 样品 用 BCA 法 测定 样品 的 蛋白 质 浓度 ， 随 后 分 别 向 60 ug 的 每 种 样品 中 添加 $x 和 蛋白 质 
110 上 样 缓冲 液 ， 按 照 4:1 的 比例 混合 ，100 “加热 $ min 使 蛋白 质 热 变性 ， 然 后 进行 电泳 ， 浓 
111 ” 缩 胶 80 V 电泳 30 min， 分 离 胶 120 V 电泳 120 min。 电 泳 结束 后 ， 将 分 离 的 蛋白 质 转移 到 
112 RW Hs (PVDF) JAE (100 V, 4 C, 50min) 。 转 膜 后 ， 吐 温 -TBS (TBST) 漂洗 
113 3%, FX 5min, ZEREA 1h, TBST 漂洗 3 次 ， 每 次 5 min。 然 后 将 其 分 别 与 250 
114 ” 倍 稀释 的 免 抗 PPARY 一 抗 稀释 液 和 50 倍 的 鼠 抗 SREBP1 一 抗 稀释 液 结合 ， 于 4 ‘CRA 
115. X, WH PVDF 膜 后 TBST 漂洗 3 次 ， 每 次 Smin。 随 后 分 别 与 稀释 1 000 倍 的 山羊 抗 兔 二 
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抗 稀释 液 和 稀释 500 FEA ES Pa, SAE A 1h, TBST 漂洗 3 次 ， 


每 次 10 min. 用 ECL 显 色 法 试剂 盒 进 行 显 色 , 在 蛋白 质 成 像 仪 上 照相 分 析 。 图 片 用 Quantity 


one 软件 进行 灰 度 值 分 析 ，PPARY 和 SREBPI 蛋白 表达 量 采 用 各 组 灰 度 值 与 0.5 mmol/L 组 
灰 度 值 的 比值 表示 。 
1.5 数据 处 理 


所 有 数据 通过 Excel 进行 整理 ， 采 用 SAS 9.0 软件 的 方差 分 析 程 序 CANOVA) 进行 显 


著 性 检验 ， 同 时 用 回归 统计 程序 进行 一 次 线性 与 二 次 曲线 回归 分 析 ，P<0.05 表示 组 间 的 差 


异 或 回归 关系 显著 ，0.05 三 P<0.10 表示 组 间 的 差异 或 回归 关系 趋 于 显著 ，P>0.10 表示 组 间 
的 差异 或 
24 HW 


2.1 Lys 对 BMECs 细胞 活力 、TAG 含量 及 乳脂 肪 合成 相关 基因 表达 的 影响 


H 


归 关 系 不 显著 。 


lim] 


由 表 2 可 知 ， 随 着 Lys 浓度 的 增加 , BMECs RGR 呈 显 著 的 一 次 线性 下 降 CP«0.00D , 


TAG 含量 呈 显 著 的 二 次 曲线 升 高 (P-0.013) , FABP3 和 LPL 基因 表达 量 分 别 呈 显著 和 趋 


于 显著 的 一 次 线性 增加 (P=0.001 和 P=0.096) ， 其 中 ，4.0、8.0、16.0 mmol/L 组 的 RGR 显 
于 


0.5、1.0、2.0 mmol/L 2H. (P<0.05) , FABP3 基因 表达 量 以 2.0、4.0、8.0、16.0 mmol/L 


组 显著 高 于 0.5. 1.0 mmol/L ZH (P<0.05) , LPL 基因 表达 量 以 1.0、2.0、4.0、8.0、16.0 mmol/L 


组 显著 高 于 0.5 mmol/L 组 (P<0.05) 。 随 着 Lys 浓度 的 增加 ，FASN 基因 表达 量 呈 显著 的 二 


次 曲线 上 升 (P=0.003) , 最 高 值 出 现在 2.0 mmol/L 组 , 显著 高 于 16.0 mmol/L 组 CP«0.05) 。 


2.0, 4.0 mmol/L 组 的 SCD1 基因 表达 量 显著 高 于 其 他 组 (P<0.05)。2.0、4.0 mmol/L 组 PPARy 


基因 表达 量 显 著 高 于 0.5 和 8.0、16.0 mmol/L 组 (P<0.05)。1.0、2.0、4.0 mmol/L 组 的 SREBP1 
基因 表达 量 显著 高 于 其 他 各 组 〈(P<0.05) 。AGPAT6 和 GPAM 基因 表达 量 随 Lys 的 增加 均 


Hr 
Em 
ni: 
T 
E 
XE 


线性 降低 CP-0.038 和 P=0.022) , AGPAT6 基因 表达 量 以 2.0、4.0、8.0、16.0 


mmol/L 组 显著 低 于 0.5, 1.0 mmol/L 组 (P<0.05) , GPAM 基因 表达 量 以 16.0 mmol/L 组 显 


著 低 于 0.5、1.0、2.0、4.0 mmol/L ZH (P<0.05) . LPIN1 基因 表达 量 以 1.0、2.0、4.0、8.0 mmol/L 


组 较 高 ， 显 著 高 于 0.5 mmol/L 组 (P<0.05) . BINIA1 和 XDH 基因 表达 量 也 以 1.0. 2.0, 


4.0. 8.0 mmol/L 组 较 高 ， 显 著 高 于 其 他 各 组 (P<0.05) 。 


表 2 Lys 对 BMECs 细胞 活力 、TAG 含量 和 乳脂 肪 合成 相关 基因 表达 量 的 影响 


143 Table 2 Effects of Lys on cell activity, TAG content and expressions of genes involved in milk fat synthesis in 
144 BMECs 
项 Lys 浓度 Lys concentration/(mmol/L) ui P{& P-value 
Items 0.5 1.0 2.0 4.0 8.0 16.0 方差 分 析 ANOVA 一 次 Linear ”二 次 Quadratic 
相对 增殖 率 RGR/% 100.0% 103.9% 102.3" 95.36  83.* 69.34 1270 <0.001 <0.001 0.004 
甘油 三 酯 (以 ODs10 nm 表示 ) 
0.082 0.086 0.087 0.092 0.094 0.087 0.005 0.561 0.538 0.013 
TAG (expressed as ODsio nm) 
脂肪 酸 结合 蛋白 3 FABP3 1.000 104 1.174 144 1.59 2.06a 0.041 «0.001 0.001 0.002 
脂 和 蛋白 脂 酶 LPL 1.004 2.26° 2.17° 3.798 3.22> 3.86? 0.151 <0.001 0.096 0.144 
脂肪 酸 合成 酶 FASN 1.000 1.05" 1.08?  101* 0.94a 0.57 0.041 «0.001 0.005 0.003 
乙酰 辅酶 A ERE ACACA 1.00 1.01 100 117 105 0.98 0.054 0.221 0.710 0.365 
硬 脂 栈 辅酶 A 去 饱和 酶 1 
1.00° 1.15° 1.30* 1.35* 0.98* 0.89* . 0.037 «0.001 0.211 0.420 
SCD1 
TE ETE AS HS TB Se 
1.000  1.12* — 1.23^ 1.55* 0.769 0.734 0.053 «0.001 0.206 0.475 
Y PPARy 
e ys UA TERES I 
1.00° 1.35* 1.36? 1.24* 1.08^ 1.015 — 0.039 «0.001 0.271 0.578 
SREBP1 
ZRH WHE NS LFS BS ME 6 
1.00* 0.92* 0.68? 0.62° 0.68° 0.43° — 0.028 «0.001 0.038 0.124 
AGPAT6 
timeas Re E PETENS 
^ 1.00% — 1.12?  L01*  1.01* 0.96% . 0.85* 0.038 0.001 0.022 0.109 
GPAM 
人 磷脂 酸 磷酸 酯 酶 1 LPINI 1.000 1185 1.16 127 1.18 1.05% 0.048 0.005 0.700 0.301 
HRACE RA 1 
1.00° 1.53 1.68* 1.81* 1.59* 1.025 0.085 «0.001 0.489 0.206 
BTNLA 
TUBES XDH 1.00 1.562  1.3^ 1.51% 144^  0.99- 0.068 «0.001 0.433 0.303 
145 同行 数据 肩 标 相同 或 无 字母 表示 差异 不 显著 (P»0.050 ， 不 同 字母 表示 差异 显著 (PX0.05) . P<0.05 
146 表示 回归 关系 显著 ;0.05 乏 P<0.10 表示 回归 关系 趋 于 显著 ; P>0.10 表示 回归 关系 不 显著 。 下 表 同 。 
147 Values in the same row with the same or no letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), while 
148 with different letter superscripts mean significant difference (P<0.05). P<0.05 means significant regression, 0.05< 
149 P«0.10 means regression tend to be significant, and P>0.10 means no significant regression. The same as below. 
150 22 Lys X BMECs PPARy fll SREBPI 蛋白 表达 的 影响 
151 由 表 3 和 图 1 可知 ,PPARY 蛋白 表达 量 以 1.0、2.0、4.0 mmol 几 组 显著 高 于 其 他 组 (P<0.05)， 
152  SREBPI 蛋白 表达 量 以 1.0 mmol/L 组 显著 高 于 其 他 各 组 (P«0.05) 。 
153 表 3 Lys 对 BMECs PPARY 和 SREBPI 和 蛋白 表达 的 影响 
154 Table 3 Effects of Lys on protein expressions of PPARY and SREBP1 in BMECs 


Lys 浓度 Lys concentration/(mmol/L) P fi. P-value 


"B 


SEM PNE 4 pk 
Items 方差 分 析 m 二 次 
0.5 1.0 2.0 4.0 8.0 16.0 
ANOVA Linear Quadratic 
过 氧化 物 酶 体 增殖 物 激活 受 体 y 
1.004 1.38? 1.36^ 1.57* 1.03* 0.984 . 0.009 «0.001 0.322 0.579 
PPARy 
辐 醇 调节 元 件 结合 蛋白 1 
1.00° 1.22 1.18% 1.02° 1.065: 1.03° . 0.047 0.022 0.448 0.769 
SREBPI 
155 T E 
Lys 浓度 Lys concentration/(mmol/L) 
156 0.5 1.0 2.0 4.0 8.0 16.0 
157 甘油 醛 脱氧 酶 GAPDH ue ED aw ap «= 


158 过 氧化 物 酶 体 增殖 物 激 活 受 体 Y PPAR  ——e—— — c c 


159 ”甘油 醛 脱毛 酶 GAPDH Tu os ae ED = ow 
160 固 醇 调节 元 件 结合 蛋白 1 SREBPI — — — — — — ! 
161 

162 图 1 Lys *} BMECs PPARy 4l SREBPI 2 Á KIA I RE 

163 Fig.l Effects of Lys on protein expressions of PPARy and SREBP1 in BMECs 


164 3 i i$ 


165 乳脂 肪 是 衡量 乳品 质 的 重要 指标 之 一 131, 大 约 98% 为 TAG ,其 中 ,中 短 链 脂肪 酸 (SMCFA ) 


166 ”的 含量 占 乳 脂肪 的 2/3 UL EU, AFLA 50968 C16:0 脂肪 酸 以 及 几乎 全 部 的 


167 C4:0~C 14:0 是 由 乳脂 肪 合成 前 体 物 (乙酸 、B- 拳 丁 酸 和 丙 酸 ) 在 乳腺 从 头 合成 的 031。TAG 
168 ”在 粗 面 内 质 网 膜 的 表面 合成 , 合成 后 以 脂 滴 的 形式 积累 , 积累 的 脂 滴 通过 质 膜 的 包 庄 再 由 细 


169 fd IH US], AL, BMECs 内 TAG 含量 和 脂 滴 的 累积 能 直接 反映 BMECS 内 乳脂 肪 的 合 


170 成。 研究 表明 ，AA 不 仅 能 影响 乳 蛋 白 的 合成 ， 也 能 影响 乳脂 肪 的 合成 四。 李珊珊 (7 研究 表 


171 ” 明 , 在 BMECs 中 添加 必需 氨基 酸 显 著 促进 乳 和 蛋白 的 合成 的 同时 , 可 能 通过 SREBP1 和 PPARY 


172 ”调节 乳脂 肪 的 合成 。 然 而 ，Lys 对 BMECs 内 的 TAG 合成 的 影响 及 其 机 理 研究 尚未 见报 道 。 


173 ”本 试验 结果 得 出 ， 随 着 Lys 浓度 增加 ，BMECs 内 TAG 含量 嘻 显著 的 二 次 曲线 升 高 ， 说 明 


174 Lys 对 TAG 含量 的 影响 呈 浓 度 依赖 关系 ， 关 于 其 影响 机 理 尚 不 清楚 ， 需 要 进一步 研究 。 
175 与 细胞 内 的 从 头 合成 、 长 链 脂 肪 酸 (CFA) 的 摄取 与 转运 、 脂 滴 的 形成 等 过 程 有 关 的 


176 ”基因 均 会 影响 TAG 的 合成 。 哺 乳 动 物 组 织 中 摄取 和 LCFA 的 主要 基因 是 LPL 和 MBP308]。 
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LPL 能 催化 TAG 分 解 为 脂肪 酸 和 甘油 ， 为 组 织 供 能 及 贮存 能 量 099。FABP3 与 细胞 内 LCFA 


的 转运 有 关 ， 可 将 LCFA M 


胞 膜 上 运送 到 TAG 和 磷脂 的 合成 位 点 PC0。 赵 艳丽 等 上 研究 表 


明 ， 添 加 适宜 浓度 的 蛋氨酸 对 BMECs 内 FABP3 和 LPL 基因 表达 有 具有 显著 的 促进 作用 ， 说 


HEARE Ei 


mmol/L 组 FABP3 基因 表达 量 、 


BMECs 内 LCFA 的 摄取 与 转运 。 本 研究 结果 得 出 ，2.0、4.0、8.0、16.0 


1.0、2.0、4.0、8.0、16.0 mmol/L 组 LPL 基因 表达 均 显 著 高 


T 0.5 mmol/L 组 ， 且 二 者 均 随 着 Lys 浓度 的 增加 明显 著 和 趋 于 显著 的 一 次 线性 增加 ， 说 明 


Lys 对 BMECs 内 LCFA 的 摄取 与 转运 可 能 具有 一 定 的 促进 效果 ， 提 示 Lys 对 乳脂 肪 合成 的 
促进 效果 呈 浓 度 依赖 关系 。 
FASN 是 一 种 多 功能 的 酶 系统 ， 


头 合成 过 程 中 的 关键 3 
BAWIA, IFA, FASN 催化 乙酰 辅酶 A 和 丙 二 酰 辅酶 A 而 生成 LCFA 。 硬 脂 栈 辅酶 A 


参与 脂肪 酸 合成 的 整个 过 程 ，FASN 是 奶牛 乳脂 肪 酸 从 


基因 00， 泥 乳 期 奶牛 乳腺 内 SMCFA (C4~C16) 的 合成 受 FASN 编码 的 


去 饱和 酶 (SCD) 是 A9 去 饱和 酶 中 一 种 主要 的 酶 , 是 细胞 中 单 不 饱和 脂肪 酸 合成 的 限 速 酶 20。 


等 23] 研 究 发 现 ， 添 加 不 同比 例 的 含 Lys 的 必需 氨基 酸 可 上 调 BMECs 内 LPINI. FASN 和 


SCD 的 基因 表达 量 。 本 试验 结果 表明 ，Lys 对 FASN 基因 表达 的 促进 效果 呈 显 著 的 浓度 依赖 


效应 ， 尤 以 2.0 mmol/L 组 最 


高 ， 
2.0. 4.0 mmol/L 组 显著 高 于 其 他 组 。 这 些 研究 结果 部 分 地 解释 了 Lys 对 乳脂 肪 合成 具有 促 


进 效 果 的 原因 
此 外 ，GPAM、AGPAT6 FI LPIN1 参与 催化 TAG 的 合成 外， 是 参与 乳脂 肪 合成 的 关键 


Hj. GPAM 众 化 脂 酰 辅酶 A SAY 


显著 高 于 16.0 mmol/L 组 ; Lys 也 促进 SCD1 基因 表达 ， 以 


-3- 磷 酸 的 sn-1 位 点 结合 形成 溶血 磷脂 酸 ， AGPAT6 催化 


第 2 个 脂 酰 辅酶 A 与 甘油 -3- 磷 酸 的 sn-2 位 点 结合 形成 磷脂 酸 ，LPIN 能 转移 磷酸 基 团 ， 将 


磷酸 基 团 转变 成 二 酰 甘油 。 研 究 发 现 殴 除了 泌乳 小 鼠 的 4AGP476 基因 后 不 能 合成 乳脂 肪 25]。 
本 研究 结果 发 现 ,Lys 对 GPAM 和 AGPAT6 基因 表达 量 的 作用 效果 呈 显 著 的 浓度 依赖 效应 ， 


随 着 Lys 浓度 的 增加 抑 于 


于 0.5、 


同时 ，Lys 显著 地 促进 了 LPIN1 基 


结果 说 


| 了 它们 的 表达 ，AGPAT6 以 2.0、4.0、8.0、16.0 mmol/L 组 显著 低 


1.0 mmol/L 组 ，GPAM 以 16.0 mmol/L 组 显著 低 于 0.5、1.0、2.0、4.0 mmol/L 2H; 


因 表达 ， 以 1.0、2.0、4.0、8.0 mmol/L 组 较 高 。 这 些 研究 


> 高 浓度 的 Lys 抑制 了 乳 


成 的 促进 效果 呈 浓 度 依赖 效应 的 原因 。 


脂肪 合成 相关 基因 的 表达 , 进一步 解释 了 Lys 对 乳脂 肪 合 


ü 


204 BTNIAI 和 XDH 是 调控 脂 滴 形成 的 主要 和 蛋白 20。 固 醇 调 节 元 件 结合 蛋白 CSREBP) 是 


yo 


205 核 转录 因子 家 族 成 员 之 一 ， 过 氧化 物 酶 体 增殖 物 激活 受 体 CPPAR) 属于 核 激 素 受 体 家 族 中 


206 ”的 配 体 激活 受 体 ，PPARY 可 调控 SREBP1 基因 的 表达 ， 同 时 LPL 和 ACACA 等 是 PP4Ry 的 标 


207 ÆA, Kadegowda 等 PB8 用 PPARy 激活 剂 处 理 BMECs 后 发 现 ， 上 调 了 ACACA、FASN、 


208 ”SREBF1、SCD 和 LPIN1 基因 的 表达 。 本 研究 结果 显示 ，BTN1A1 和 XDH 基因 表达 量 均 以 


209 1.0. 2.0. 4.0. 8.0 mmol/L 组 较 高 ;PP4Ry 基因 及 和 蛋白 表达 量 均 以 2.0、4.0 mmol/L 组 显著 


210 高 于 0.5 和 8.0、16.0 mmol/L 组 ; SREBP1 基因 表达 量 以 1.0、2.0、4.0 mmol/L 组 较 高 ， 和 蛋 


211 ÁREA 1.0, 2.0 mmol/L 组 较 高 ， 进 一 步 从 转录 因子 和 脂 滴 形成 的 角度 解释 了 Lys 对 乳 


212 ”脂肪 合成 具有 促进 效果 的 原因 。 FABP3、LPL、FASN、GPAM、AGPAT6 等 是 PPARy 和 SREBP1 


213 KERK, ÆRA RI] PPARy 和 SREBP1 的 蛋白 表达 量 进行 了 探讨 研究 ， 而 对 FABP3、 


214 LPL, FASN, GPAM, AGPAT6 等 蛋白 表达 量 尚 未 开展 研究 ， 有 必要 今后 继续 研究 探讨 ， 


215 以 更 好 地 阐明 Lys 对 乳脂 肪 合成 的 影响 机 理 。 


= 216 EBAWA E, a TE Be S TU ill E EL ER EG £i E] Cm TOR ) 信 号 通路 后 , SREBP 1. PPAR 


N 217 ACACA 和 SCD1 的 基因 表达 量 显著 下 降 ; Soliman 等 B0 的 试验 研究 也 得 出 了 相似 的 结果 ,， 雷 


218 «= WH AM SASL MEAP SREBP1 KREA] ACACA, FASN 和 SCD1 的 基因 表达 , 说 


219 HH mTOR 信号 通路 通过 转录 因子 SREBPI 和 PPARy 调控 乳脂 肪 的 合成 。Lys 是 否 通过 mTOR 


220 ”信号 通路 间接 地 调控 乳脂 肪 的 合成 尚未 见 资料 报道 ， 本 试验 并 未 对 mTOR 信和 号 通路 相关 基 


= 221 。 因 进行 检测 ， 需 要 进一步 深入 研究 。 
S os 综合 脂肪 酸 摄 取 与 转运 、 从 头 合成 、TAG 的 合成 及 脂 滴 形成 的 相关 基因 表达 结果 可 以 
223 itll, Lys 对 BMECs 内 的 乳脂 肪 合成 具有 一 定 的 促进 效果 ， 呈 浓度 依赖 效应 ， 以 2.0~4.0 


224 mmol/L 的 Lys 添加 浓度 为 宜 ， 且 Lys 对 BMECS 细胞 活力 的 影响 也 呈 显 著 浓 度 依赖 效应 。 
225 ”然而 目前 关于 添加 Lys 对 奶牛 乳脂 肪 合成 及 其 调控 机 理 的 研究 甚 少 , 并 且 本 试验 得 出 的 结果 
226 ”还 没有 在 体内 进一步 验证 ， 因 此 ， 需 要 进一步 深入 研究 。 


227 4 fü it 


228 (D Lys 对 BMECS 的 乳脂 肪 合成 具有 显著 的 促进 效果 , 但 高 浓度 的 Lys 抑制 了 乳脂 肪 合 
229 ”成 相关 基因 的 表达 。 
230 @ 本 试验 条 件 下 ， 培 养 基 中 Lys 适宜 浓度 为 2.0~4.0 mmol/L. 
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Effects of Lysine on Expressions of Genes and Proteins Involved in Milk Fat Synthesis in 
Bovine Mammary Epithelial Cells 
CHEN Lu ZHAO Yanli GUO Xiaoyu SHIBinlin YAN Sumei* 

(Collage of Animal Science, Inner Mongolia Agriculture University, Hohhot 010018, China) 
Abstract: This study was to detect the effects of lysine (Lys) on expressions of genes and proteins 
involved in milk fat synthesis in bovine mammary epithelial cells (BMECs) and discuss the 
mechanism of Lys regulating milk fat synthesis. The 3rd passage BMECs were divided into six 
groups with six replicates per group and one pore per replicate. Cells were cultured in medium 


containing 0.5 (basal medium, control), 1.0, 2.0, 4.0, 8.0 and 16.0 mmol/L Lys, respectively. The 


*Corresponding author, professor, E-mail: yansmimau@163.com 《责任 编辑 _ 王 智 航 ) 
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triglyceride (TAG) content, expressions of genes and proteins involved in milk fat synthesis were 
detected after 48 h cultivation at 37 °C and 5% CO». The results showed as follows: TAG content 
(P=0.013) and gene expressions of fatty acid-binding protein 3 (FABP3, P=0.001), lipoprotein 
lipase (LPL, P=0.096), fatty acid synthase (FASN, P=0.003), 1-acylglycerol-3-phosphate 
O-acyltransferase 6 (AGPAT6, P=0.038) and glycerol-3-phosphate acyltrandferase (GPAM, 
P=0.022) acted dose-dependent on Lys at significant level or significant tendency. Compared with 
0.5 mmol/L group, 2.0, 4.0, 8.0 and 16.0 mmol/L groups significantly increased gene expression 
of FABP3 (P<0.05), and 1.0, 2.0, 4.0, 8.0 and 16.0 mmol/L groups significantly increased gene 
expression of LPL (P<0.05). Gene expression of FASN in 2.0 mmol/L group was the highest, 
which was significantly higher than that in 16.0 mmol/L group (P<0.05). Gene expression of 
stearoyl-CoA desaturase 1 (SCD1) in 2.0 to 4.0 mmol/L groups was significantly higher than that 
in other groups (P«0.05). Gene expressions of phosphatidic acid phosphatase 1 (LPINI), 
butyrophilin subfamily 1 member A1 (BTN1A1) and xanthine dehydrogenase (XDH) in 1.0, 2.0, 
4.0 and 8.0 mmol/L groups were significantly higher than those in 0.5 mmol/L group. Compared 
with the 0.5, 8.0 and 16.0 mmol/L groups, 2.0 and 4.0 mmol/L groups significantly increased gene 
and protein expression of peroxisome proliferator-activated receptor-y (PPARy) (P<0.05). Gene 
expression of sterol regulatory element binding protein 1 (SREBP1) in 1.0, 2.0 and 4.0 mmol/L 
groups was significantly higher than that in the other groups (P<0.05), and protein expression of 
SREBP1 in 1.0 mmol/L group was significantly higher than that in the other groups (P«0.05). 
High dose of Lys decreased gene expressions of AGPAT6 and GPAM. Compared with 0.5 and 1.0 
mmol/L groups, 2.0, 4.0, 8.0 and 16.0 mmol/L groups significantly decreased gene expression of 
AGPAT6 (P«0.05). Compared with 0.5, 1.0, 2.0 and 4.0 mmol/L groups, 16.0 mmol/L groups 
significantly decreased gene expression of GPAM (P«0.05). In conclusion, Lys significantly 
promote milk fat synthesis in BMECs, but high dose of Lys inhibits gene expressions related in 
milk fat synthesis. Under the conditions in the present study, 2.0 to 4.0 mmol/L of Lys is an 
optimal level in culture medium. 


Key words: dairy cow; bovine mammary epithelial cells; lysine; milk fat 


